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【背景および研究目的】 
環状ヌクレオチドホスホジエステラーゼ(PDE)
は、リン酸ジエステル結合を加水分解する酵素で
あり、細胞内 cAMP や cGMP 濃度を調節するこ
とで、細胞内外の情報伝達に重要な役割を担って
いる。網膜内視細胞に局在する PDE6は、錐体細
胞内で’, ’, ’, ’のヘテロ 4量体サブユニット構
造を持ち、その内の’’触媒サブユニットが
cGMP を特異的に加水分解することで視覚情報伝
達の中核的な働きを担う。しかし、人為的発現が
困難なため、十分な機能解析は行われていない。
近年、動物培養細胞系でシャペロンが PDE6 触媒
サブユニットの立体構造を安定化し、多量体形成
に不可欠であるという報告がなされた(1)。当研究
室においても、大腸菌による発現・解析システム
により、精製した不溶性 PDE6’を変性させ、リ
フォールディングすることで、cGMP 加水分解酵
素活性が検出された(2)。 
そこで本研究では Hsp40、Hsp70、AIPL1、
Hsp90 の４種類のシャペロンタンパク質と
PDE6’の相互作用を調べることを目的とし、4
種類のシャペロンの発現・精製及び、無細胞系で
発現させた PDE6’の活性測定を行うことでシャ
ペロンの PDE6’への影響を評価した。 
 
【研究方法】 
2-1. 組み換えプラスミドの作製 
前任者により Xenopus laevis の眼の遺伝子から作
製された cDNA を鋳型とした PCR により、各シ
ャペロン遺伝子 DNAを増幅した。得られた DNA
を各ベクターに挿入し、各種組換えプラスミドを
作製した。得られたプラスミドを大腸菌 BL21 
(DE3) codon plusに導入し、シャペロンの発現系
を構築した。 
2-2. シャペロンタンパク質の発現確認と精製 
C末端に 8×His-tagを持つHsp40, 70, 90, AIPL1
の発現及び精製を試みた。組み換えプラスミドを
保持する大腸菌を培養し、16°C, 20 hで各シャペ
ロンを発現誘導した。 
得られた細胞を TN buffer (50 mM Tris [pH 8.0], 
200 mM NaCl)で懸濁し、部分分解抑制のため 100 
M phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)を添加し
た。超音波破砕による細胞破砕後、得られた可溶
性画分を用いて Ni-NTA agarose (Qiagen) カラム
による各種シャペロンの精製を行った。 
2-3. PDE6’の無細胞発現と活性測定、発現確認 
TNT Quick Coupled Translation/ Trans- 
cription System (Promega)を用いて、無細胞系で
PDE6’の発現を行った。PDE6’発現時に精製し
た４種類のシャペロンをウサギ網状赤血球ライ
セートに添加し、30°C, 90 min インキュベート
した。このとき、添加するシャペロンの種類と組
み合わせを変えた。15,000 rpm, 30 min で遠心
分離後、上清を用いて PDE6’の cGMP加水分解
活性を測定した。活性測定には PDE-GloTM 
Phosphodiesterase Assay Kit (Promega)及び、
Luminescenser PSN (ATTO)を用いた。また、
FLAG 抗体を用いた western blotting による
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PDE6’の検出も同時に試みた。 
【結果および考察】 
3-1. 組み換えプラスミドの作製 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. インサートチェック 
作製したプラスミドの塩基配列解読から、デー
タベースと一致することを確認した。 
3-2. タンパク質の発現確認と精製 
 
 
 
 
 
Fig. 2. シャペロンの精製確認 
 SDS-PAGE においてそれぞれ目的の位置にタ
ンパク質バンドが確認されたことから、4 種類の
シャペロンの精製に成功したと言える。 
3-3. PDE6’の無細胞発現と活性測定、発現確認 
Table 1. PDE6’の発現条件 
No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
PDE6’ - + + + + + + + + + 
PDE6’ - - - - - - - - - - 
Hsp40 - - + - - - + + + - 
Hsp70 - - - + - - + - - + 
Hsp90 - - - - + - - + - + 
AIPL1 - - - - - + - - + - 
No. 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
PDE6’ + + + + + + + + + 
PDE6’ - - - - - - - + + 
Hsp40 - - + + + - + - + 
Hsp70 + - + + - + + - + 
Hsp90 - + + - + + + - + 
AIPL1 + + - + + + + - + 
Table 1 に示した各条件で無細胞発現を行い、活
性測定と Western Blotting による発現確認を行
った。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. PDE6’活性へのシャペロンの影響 
 シャペロン添加時では PDE6’の活性が大きく
増加した。また、サンプル No. 18 では PDE6’
の活性が低下した。この結果は PDE6’によって活
性が抑制されたことを示しており、PDE6’と
PDE6’が四量体を形成していると考えられる。 
 
 
 
 
Fig. 4. PDE6’の発現確認 
 Western BlottingによるPDE6’の検出により、
シャペロンを 3 つ以上添加したものと PDE6’を
添加した条件において PDE6’の効率的な発現が
観察された。 
 
【結論】 
 無細胞発現系において、PDE6’の機能的な発
現にはシャペロンと PDE6’の添加が効果を示す
ことが分った。このことから、シャペロンと
PDE6’は PDE6’の構造安定化に寄与すること
が分かった。 
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